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Perfil de los Proyectos
Adelantados en CorpoGen
PATRICIA DEL PORTILLO
M icrobióloga
Directora Científica
CORPOGEN

orp oG en ad elan ta a ctu a lm en te tres p ro y ecto s de
investigación, dos en la linea de Diagnósticos Moleculares y
uno en la línea de Interacción Hospedero-Patógeno. Dentro
de los proyectos en Diagnósticos Moleculares, se está trabajando tanto
en Salud animal como en salud Vegetal. A continuación, esbozaremos
el perfil de estos proyectos y la metodología con las que se están
desarrollando.
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Resumen Ejecutivo.
En 1993 Colombia exportó 132,000
toneladas de flores cortadas las que
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certificación de material de propagación
generaron ingresos por 380 millones de
libre de la enfermedad. Para ello es
dólares.
De e s te total, el 47%
necesario contar con un m étodo
correspondió a las exportaciones de
diagnóstico confiable que permita
clavel y clavel miniatura (Aso-colflores,
detectar la enfermedad en sus etapas
1994). El hongo patógeno Fusarium
iniciales, antes de que los esquejes del
oxysporum f. sp. dianth ataca este
invernadero sean sembrados en el suelo.
cultivo, y es una de las enfermedades
que mayor pérdidas económicas causa
en el cultivo de éste tipo de flor. El
Diagnóstico de la Enfermedad
hongo en sus etapas iniciales causa un
m architam iento gen eralizad o que
conduce finalmente a la muerte de la
Existen muchas formas especiales
planta, p rod u cien d o unas form as
de Fusarium ox y sp oru m : en 1981,
resistentes que perduran en el suelo
Armstrong y Armstrong describieron
por muchos años. Debido a esto, los
por lo menos 120 formas especiales del
flo-ricultores se ven en la
hongo, de las cuales sólo
necesidad de abandonar
la forma especial dianthi
"El hongo en sus etapas
ataca el clav e l. Para
el terreno por sobrein
co m p licar aún m ás el
festación, o como ocurre
iniciales cansa un
p an o ram a, el in v e s ti
en la mayoría de los ca
marchitamiento
gador italiano Garibaldi
sos, reemplazar el renta
generalizado que conduce reportó en 1987 la exis
ble cultivo del clavel por
finalmente a la muerte de tencia de al m en o s 8
otro tipo de cultivo.
razas diferentes dentro
la planta, produciendo
El hongo apareció en
de
la form a e s p e cia l
unas formas resistentes
Colombia poco después
dianthi, con diferentes
que perduran en el suelo grados de patogenicidad
de que se iniciará el
por muchos años.
cultivo de clavel y se cree
para el clavel. Diagnos
que su arribo y p ro 
ticar Fusarium oxysporum
pagación masiva se haya
f. sp. dianthi es una labor
llevado a cabo en esquejes contaminados
muy difícil y lenta con los métodos
comprados a las casas fabricantes
existentes. El diagnóstico es específico
europeas y norteamericanas. Uno de los
solamente a nivel de especie (Fusarium
problemas más graves de las infecciones
oxysporum), sin poder tener certeza a
nivel de forma especial, lo cual implica
con Fusarium oxysporum es que una vez
haya sido introducido en un in
que el diagnóstico no es certero. Si se
quiere llegar a determinar la forma
vernadero, es casi imposible eliminarlo.
especial, es necesario inocular esquejes
El control de la enfermedad mediante la
de clavel y analizar los resultados
esterilización de suelos y la aplicación
después de 20 semanas, lo que hace
de fungicidas no es una m edida
que éste diagnóstico sea lento y por lo
confiable (Arbeláez, 1987). La mejor
tanto costoso y utilizado en muy pocas
solución que se le podría dar actual
ocasiones. Por lo tanto es importante
mente a los cu ltivad ores sería la
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contar con un diagnóstico específico y
rápido que identifique al hongo a nivel
de forma especial, con el ánimo de
certificar plantas de propagación libres
de la enfermedad. Esta herramienta
contribuiría en gran medida al control
de esta enfermedad de gran impor
tancia para el sector floricultor, no solo
de nuestro país, sino de todos los
países exportadores de flor cortada.
Los m é to d o s cié d ia g n ó s tic o
molecular, basados en la amplificación
de secuencias específicas de ácidos
nucleicos, en principio parecen ser más
complejos. Sin embargo, han demos
trado ser más rápidos, específicos y
sensibles que los m étodos microb io ló g ic o s para la d e te c c ió n de
organismos patógenos. El presente
proyecto de investigación tiene como
o b jetivo d e s a r r o lla r un m étod o
d ia g n ó s tic o m o le c u la r para la
id en tificación de este im p o rta n te
patógeno del clavel a nivel de plantas
madre y esquejes para propagación.

Hipótesis
Todo organismo debe tener carac
terísticas genéticas que determinen su
identidad. Por lo tanto, debe poseer
secuencias de ADN especie-específicas
las cuales pueden ser detectadas por
técnicas moleculares.

técnica amplifica «in vitro» un fragmento
de ADN el cual puede ser fácilmente
visualizado por métodos bioquímicos.
Sin embargo, para llegar a desarrollar
este método, se requiere identificar y
caracterizar previamente la secuencia
que se quiere amplificar.
Como se menciona anteriormente,
existen muchas formas especiales de
Fusarium oxysporum. Por lo tanto para
identificar una secuencia de ADN
especie-específica de la forma especial
dianthi, se utilizará una técnica conocida
como RAPD o Amplificación Arbitraria
de Fragmentos Polimórficos de ADN
(Welsh y c o l,1990), la cual es una
modificación de la técnica de PCR. El
RAPD permite la amplificación aleatoria
de diferentes fragmentos de ADN.
D ep en d ien d o de las variaciones
genéticas los fragmentos amplificados
varían en número y tamaño, por lo que
esta técnica es muy útil para distinguir
cepas de m icro o rg an ism o s e s tre 
chamente relacionados (ver Fig. 1). El
resultado esperado es la identificación
de una secuencia que amplifique una
secuencia específica de ADN en todos
los aislados de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi y no amplifique en aislados de
otras formas especiales del hongo. Una
vez identificado, este fragmento de
material genético será caracterizado
m olecu larm ente, y con base en la
información obtenida se desarrollara un
sistema de identificación por PCR.

Aproximación al problema
Estado actual de la Investigación
El objetivo de este
desarrollar un método
basado en la Reacción en
Polimerasa PCR (Saiki, y

proy ecto es
diagnóstico
Cadena de la
col 1988). La

Hasta el momento se han logrado
re c o le c ta r más de 50 ais la d o s de
d ife re n te s form as e s p e c ia le s de
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Fusarium oxysporum (en especial de
f.sp. dianthi) provenientes de Colombia
y de diferentes partes del mundo.
Las extracciones de A D N y los

RAPDs han sido estandarizados y se
tienen resultados muy alentadores. Se
espera concluir con la primera etapa
de ésta investigación a mediados de
1997.

Amplificación aleatoria de diferentes formas especiales del hongo Fusarium oxisporum
Fig. No 1
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